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The invention concerns a method for immobilising and/or crystallising macromolecules, chemical reagents used in said method, 
resulting products and uses of said products in the field of materials and structural biology, in particular as biosensors or as biomaterials. 
Said method essentially consists in incubating, without stirring, for at least 15 minutes, a biological macromolecule in solution with carbon 
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(57) Abrege 

Proc6d6 de fixation et/ou de cristallisation de macromol6cules, r6actifs chimiques mis en oeuvre dans ledit proceed, produits obtenus 
ainsi qu' applications desdits produits dans le domaine des matdriaux et de la biologie structurale, notamment comme biocapteurs ou comme 
biomat6riaux. Ledit proc£d6 comprend essentiellement V incubation, sans agitation, pendant au moins 15 minutes, d'une macromolecule 
biologique en solution avec des nanotubes de carbones ferm6s a leurs extremites, dans les conditions de temperature et de pH convenables. 
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PROCEDE DE FIXATION ET/OU DE CRIST ALLISATION DE 
MACROMOLECULES BIOLOGIQUES SUR DES NANOTUBES DE 
CARBONE ET SES APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un procede de fixation et/ou de 
5 cristallisation de macromolecules, aux reactifs chimiques mis en ceuvre dans ledit 
procede, aux produits obtenus ainsi qu'aux applications desdits produits dans le 
domaine des materiaux et de la biologie structurale, notamment comme biocapteurs ou - 
comme biomateriaux. 

La connaissance de la structure des proteines et notamment de leurs 
10 sites actifs est essentielle a la comprehension de leur mecanisme d ? action. On dispose, 
pour realiser de telles etudes, de plusieurs methodes : rayons X, RMN, electro- 
cristallographie (cristallisation 2D). 

Pour realiser la cristallisation proprement dite, la technique de 
cristallisation bidimensionnelle sur monocouche ou film lipidique, a l'interface air/eau 
15 (E.E. Ugziris et al., Nature, 1983, 301, 125-129), permet la formation de systemes 
auto-organises de macromolecules biologiques (cristaux) et la determination des 
structures de ces molecules par l'analyse par microscopie electronique des cristaux 
obtenus. 

Cette methode consiste a creer une monocouche lipidique au niveau 
20 d'une interface air/liquide, les lipides etant selectionnes pour interagir avec les 
proteines, presentes dans la phase liquide, qui se fixent sur les lipides, puis forment un 
reseau organise. 

La fixation des proteines sur les lipides de la monocouche met en jeu 
des interactions chimiques au niveau de la tete polaire des lipides. Ces interactions 
25 sont soit aspecifiques, les lipides possedant des extremites polaires chargees, dormant 
lieu a une cristallisation par interactions ioniques, soit specifiques. Dans ce dernier 
cas, la tete polaire des lipides porte des ligands presentant une forte affinite avec les 
proteines a fixer. 

En particulier, il a pu etre montre que des proteines solubles peuvent 
30 cristalliser bidimensionnellement sur des films lipidiques charges, ou fonctionnalises 
par un ligand de la proteine etudiee (B J. Jap et aL, Ultramicroscopy, 1992, 46, 45-84). 
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Plus recemment, des lipides fonctionnalises par des complexes 
metalliques tels que des complexes de nickel (E.W. Kubalek et al.. J. Struct. Biol., 
1994, 113, 117-123) ont permis de cristalliser des proteines de fusion dites etiquetees 
histidine. Ces proteines possedent en effet, a leur extremite N- ou C-terminale ; une 
5 sequence composee de plusieurs histidines. II a pu etre montre que la fixation de telles . 
proteines sur un lipide-nickel etait due a une interaction forte entre le complexe nickel 
et la sequence poly-histidine (C. Venien-Brian et aL, J. Mol. Biol., 1997, 274, 687- 
692). De tels lipides fonctionnalises ont permis d'obtenir une cristallisation, notam- 
ment dans les cas ou Ton ne disposait pas du ligand approprie. 
10 Toutefois, la cristallisation des proteines sur des films lipidiques 

presente Finconvenient d'etre relativement aleatoire et de dependre de nombreux 
facteurs, qu'il est difficile de maitriser simultanement : 

- le ligand porte par les lipides doit etre suffisamment accessible, 
pour pouvoir interagir avec les proteines. Cette accessibility depend de la longueur du 

1 5 bras espaceur entre le lipide et le ligand : trop court, il donne lieu a une penetration de 
la proteine a Finterieur de la couche lipidique ; trop long, il confere un trop grand 
degre de liberte a la proteine liee et augmente F incidence des defauts dans le cristal ; 

- la monocouche lipidique doit etre suffisamment fluide pour confe- 
rer une mobilite laterale et rotationnelle suffisante a la proteine liee, permettant ainsi 

20 aux proteines de s' organiser les unes par rapport aux autres et de developper des 
contacts intermoleculaires, de fa?on a donner naissance au cristal ; 

- une autre difficulte, inherente a la cristallisation sur monocouche 
lipidique concerne la stabilite de la monocouche ; en effet, la stabilite de F interface 
air/liquide est difficilement controlable. En outre, la monocouche lipidique doit rester 

25 stable, non seulement avant la fixation des proteines, mais aussi apres leur fixation, 
pour permettre Forganisation spatiale des proteines ; 

- pour F etude microscopique, qui suit Fetape de cristallisation, il est 
necessaire de realiser une multitude de plans, du fait de la nature plane de la structure 
obtenue. 

30 En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 

un procede permettant de fixer en solution et eventuellement d'induire une auto-orga- 
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nisation de macromolecules qui reponde mieux aux besoins de la pratique que les 
methodes de cristallisation 2D anterieurement utilisees. 

La presente invention a pour objet un procede de fixation et/ou 
d'auto-organisation de macromolecules biologiques, caracterise en ce qu ? il comprend 
5 essentiellement Fincubation, sans agitation, pendant au moins 15 minutes, d'une . 
macromolecule en solution avec des nanotubes de carbone fermes a leurs extremites, 
dans des conditions de temperature et de pH convenables. 

Les nanotubes ont ete decouverts en 1991 (S. Ijima, Nature 1991, 
354, 54-56) ; depuis, ils ont suscite un tres grand interet, notamment en raison de leurs 

10 proprietes mecaniques : grande resistance mecanique (M. M. J. Treacy et al., Nature 
1996, 381, pp. 678-680) et electroniques : propriete de conducteur ou de semi- 
conducteur (J. W. G. Wildoer et al, Nature 1998, 391, 59-62 ; T. W. Odom et a!, 
Nature, 1998,391,62-64). 

Plusieurs precedes de preparation des nanotubes ont ete decrits, dont 

15 celui de T. W. Ebbesen et al, (Nature, 1992, 358, 220-222), qui permet d'obtenir un 
rendement eleve. Des methodes de purification des nanotubes ont egalement ete 
decrites (H. Hiura et al, Adv. Mater., 1995, 7, 275-276 ; J-M Bonard et al, Adv. 
Mater. , 1997, 9, 827-831 et G. S. Duesberg et a/, Chem. Commun. 1998, 435-436) ; 
ces differentes methodes permettent d'obtenir les quantites souhaitees de nanotubes. 

20 Des methodes de fonctionnalisation chimique des nanotubes de carbone ont egalement 
ete decrites (Demande Internationale PCT WO 97/32571). 

D'autres methodes de fonctionnalisation chimique des nanotubes ont 
egalement ete decrites ; on peut citer par exemple TSANG S.C. et al., Journal of the 
Chemical Society, Chemical Communications, 1995, 17, 1803-1804 et DAVIS J.J. et 

25 al., Inorganica Chimica Acta, 1998, 272, 1,2, 261-266. 

Toutefois, elles impliquent des reactions chimiques qui, soit modi- 
fient dramatiquement la geometrie des nanotubes (ouverture des extremites, destruc- 
tion partielle des feuillets externes), soit aneantissent les proprietes physiques intrin- 
seques des nanotubes et par consequent ne permettent pas une organisation de macro- 

30 molecules biologiques telles que les proteines, sur les nanotubes. Des nanotubes modi- 
fies par de telles methodes destructives ne sont done pas adaptes a T adsorption et/ou a 
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T auto-organisation a leur surface exterieure de produits synthetiques ou de macro- 
molecules biologiques. 

Selon la technique et les conditions employees, plusieurs structures 
de nanotubes peuvent etre preparees : les nanotubes presentent notamment des struc- 
5 tures dites en multi-feuillets (MWNT) ou en mono-feuillets (SWNT) de graphite. lis 
peuvent etre completement, partiellement ou pas du tout oxydes. 

Ainsi, les nanotubes sont, d'un point de vue chimique, des poly- 
meres composes uniquement de carbone et pouvant comporter jusqu'a un million 
d'atomes. Conformement aux lois de la chimie du carbone, les atomes d'un nanotube 

10 sont relies par 1' intermediate d'une solide liaison covalente et chaque atome possede 
exactement trois voisins. Ainsi quelle que soit sa longueur, un nanotube est oblige de 
se fermer a ses extremites, de maniere an'y laisser aucune liaison chimique seule. 
Generalement son diametre est general ement compris entre 1 et 30 nm et sa longueur 
peut atteindre plusieurs micrometres. 

15 D'un point de vue physique, les nanotubes peuvent etre definis 

comme des cristaux de carbone s'etendant dans une seule direction, le motif repetitif 
ayant la symetrie d'une helice (BX Yakobson et al., American Scientist, 1997, 85, 
324-337). 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, lesdites 
20 macromolecules biologiques sont notamment des proteines solubles, membranaires, 
trans-membranaires, des enzymes, des anticorps, des fragments d'anticorps ou des 
acides nucleiques. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, 
lesdits nanotubes de carbone sont fonctionnalises par adsorption physique d'un reactif 
25 chimique de formule generate H-E-L, dans laquelle : 

- H represente un groupe hydrophile, selectionne parmi les groupes 
charges positivement ou negativement ; des ligands ou analogues de macromolecules 
biologiques, tels que de maniere non limitative, la biotine, la novobiocins Tacide reti- 
noique, ies steroides, des antigenes ; des complexes organometailiques interagissant 
30 avec des acides amines ou des acides nucleiques, tels que les complexes de cuivre, de 
zinc, de nickel, de cobalt, de chrome, de platine, de palladium, de fer, de ruthenium ou 
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d 5 osmium avec des ligands comme IDA ? NTA, EDTA, bipyridine ou terpyridine, 
lesdits ligands etant eventuellement fonctionnalises par des groupements alkyles de 
liaison a E (au niveau de X) ; on entend par groupes charges positivement ou negati- 
vement et ce, de maniere non limitative : ammoniums, carboxylates, phosphates, 
sulfonates ; on peut citer par exemple les groupes suivants : -N(CH3)3 + ou -CO2"* 

- E represente un bras espaceur, selectionne parmi des chainons 
carbones en C r C 105 eventuellement substitues par des groupes alkyles ou non, presen- 
tant des insaturations ou des motifs poly-oxy ethylene pouvant presenter ou non en 
milieu de chaine des groupes phosphate, tels que : 

O OH 

x -"i^ 0 ^^ X 
dans lesquels : 

m represente un nombre entier de 1 a 10, 

X represente O, NHCO, OCO, COO, CONH, S, CH 2 ou NH et 
constitue aux extremites desdits chainons carbones des fonctions organiques d'accro- 
chage du type esters, amides, ethers, thioethers ; 

- L represente un motif lipidique a une ou plusieurs chaines de 
longueur variable, en C 12 -C 20 presentant ou non des insaturations ; un groupe aroma- 
tique de formule Ai { ou de formule Ar 2 : 

A Y 



A A / ^ A 

A 

Ari Ajj, 
dans lesquelles : 

A represente un atome d'hydrogene, Fun des groupes suivants : 
alkyle, CF 3 , N0 2 , NH 2 , OH, O-alkyle, S-alkyle, COOH, halogene, un cycle aromatique 
ou un heterocycle aromatique en C 4 -C 6 , eventuellement polysubstitue par des groupes 
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electrodonneurs de type alkyle ou electroattracteurs de type CF3 ou halogenures ; L 
represente par exemple Tun des groupes aromatiques suivants : benzyle, naphtyle, 
anthracenyle, fluorenyle, tetrabenzofluorenyle et 

Y represente une liaison a E. 
5 On entend, au sens de la presente invention, par alkyle, des groupe- - 

ments alkyles en C r C 6 , lineaires ou ramifies ou eventuellement substitues. 

De maniere surprenante, aussi bien les nanotubes de carbone non 
traites (non fonctionnalises) que les nanotubes de carbone fonctionnalises par des 
methodes non destructives, tels que definis ci-dessus, sont utilisables dans le procede 
10 selon 1'invention. 

La fonctionnalisation selon la presente invention est, de maniere 
surprenante, non destructive pour les nanotubes ; en particulier, elle evite I'ouverture 
de leurs extremites. 

II est possible avec un tel procede d'adsorber et/ou d'auto-organiser 
15 a la surface exterieure des nanotubes de carbone soit des produits synthetiques, soit 
des macromolecules biologiques. 

En effet, la presente invention permet d'induire la formation 
d' arrangements de macromolecules (auto-organisation) telles que des proteines. avec 
une symetrie helicoi'dale. 
20 Selon un autre mode de mise en ceuvre dudit procede, ladite solution 

est constitute d'un solvant de solubilisation desdites macromolecules biologiques. 
aqueux ou hydroalcoolique et contenant eventuellement au moins un detergent, en 
fonction de la macromolecule biologique a cristalliser. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, les 
25 conditions d' incubation sont de preference les suivantes : incubation a temperature 
ambiante, pendant 15 minutes a 48 heures, a un pH compris entre 5,5 et 8,5. 

De maniere surprenante, ledit procede permet d'obtenir des arran- 
gements de macromolecules biologiques permettant des etudes structurales par micro- 
sccpie CiCCtromque et ia preparation de nouveaux nano-matenaux utmsaoies pour ieur 
30 proprietes physiques, electriques, ou biologiques. 

Un tel procede a Tavantage de rendre la cristallisation des proteines 
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reproductibles ; en particulier, il est aise, dans le cas ou une proteine ne cristallise pas 
en presence de nanotubes d'un diametre donne, de mettre en oeuvre le procede avec 
des nanotubes de diametre different ; en effet, la cristallisation d'une proteine donnee 
est fonction du diametre des nanotubes. 
5 Or, dans la presente invention, il est possible de faire varier le . 

diametre des nanotubes et d'utiliser aussi bien des nanotubes de carbone multi-feuillets 
ou mono-feuillets, completement, partiellement ou pas du tout oxydes. 

Egalement de maniere surprenante, dans le procede selon 
T invention, la fixation ou la cristallisation de macromolecules sur des nanotubes de 

10 carbone peut etre, dans les conditions experimental es appropriees, telles que definies 
ci-dessus, soit spontanees, c'est a dire en l'absence de tout autre produit synthetique, 
soit induites par addition d'un reactif chimique H-E-L, tel que defini ci-dessus. 

Egalement de maniere surprenante, les differents facteurs qui 
peuvent intervenir pour permettre une cristallisation reproductible sont, comme deja 

15 precises ci-dessus, les suivants : la concentration des echantillons, le choix des 
solvants, la force ionique, le pH des solutions, le temps d'incubation et le diametre des 
nanotubes. 

Aussi bien les reactifs dans lesquels L represente un motif lipidique 
a une ou plusieurs chaines de longueur variable en Ct 2 -C 20 presentant ou non des 

20 insaturations que les reactifs dans lesquels L represente un groupe aromatique de 
formule Ar, ou de formule Ar 2 , permettent d'obtenir des nanotubes fonctionnalises 
adaptes a 1' arrangement de macromolecules a leur surface ; toutefois, les reactifs dans 
lesquels L represente un groupe aromatique de formule Ar, ou de formule Ar 2 sont 
particulierement preferes. 

25 La presente invention a egalement pour objet des bionanomateriaux, 

caracterises en ce qu'ils sont essentiellement constitues de nano tubes de carbone, sur 
lesquels des macromolecules biologiques sont fixees de maniere non-covalente. 

La presente invention a egalement pour objet des bionanomateriaux, 
caracterises en ce qu'ils sont essentiellement constitues de nanotubes de carbone, sur 

30 lesquels des macromolecules biologiques sont auto-organisees sous une forme cristal- 
line. 
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Selon un mode de realisation avantageux desdits bionanomateriaux 
ils sont obtenus a Taide d'un procede tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a, en outre pour objet les applications desdits 
bionanomateriaux, a l'etude structurale des macromolecules biologiques qui leur sont 
5 associees, en tant que reactif biologique et plus particulierement en tant que reactif 
immunologique et en tant que biocapteurs ou bioconducteurs. 

La presente invention a, en outre, pour objet un reactif chimique apte 
a etre adsorbe physiquernent sur des nano tubes de carbone, caracterise en ce qu'il 
presente la formule generale H-E-L, dans laquelle : 
10 - H represente un groupe hydrophile, selectionne parmi les groupes 

charges positivement ou negativement ; des ligands ou analogues de macromolecules 
biologiques ; des complexes organometalliques interagissant avec des acides amines 
ou des acides nucleiques et dont les ligands sont eventuellement fonctionnalises par 
des groupements alkyles de liaison a E ; 
15 - E represente un bras espaceur, selectionne parmi des chainons 

carbones en C r C 10 , eventuellement substitues par des groupes alkyles, presentant ou 
non des insaturations ou des motifs poly-oxyethylene pouvant presenter ou non en 
milieu de chaine des groupes phosphate, tels que : 



m m 



X 



20 dans lesquels : 

m represente un nombre entier de 1 a 10, 

X represente O, NHCO, OCO, COO, CONH, S, CH 2 ou NH et 
constitue aux extremites desdits chainons carbones des fonctions organiques d'accro- 
chage du type esters, amides, ethers, thioethers ; 
25 " L represente un g rC upe aromatique de formule Ar, ou de formule 

At, : 
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dans lesquelles : 

A represente un atome d'hydrogene, Tun des groupes suivants : 
5 alkyle, CF 3 , N0 2 , NH 2 , OH, O-alkyle, S-alkyle, COOH, halogene, un cycle aromatique 
ou un heterocycle aromatique en C 4 -C 6 , lesdits cycles etant eventuellement poly- 
substitues par des groupes electrodonneurs de type alkyle ou electroattracteurs de type 
CF3 ou halogenures ; et 

Y represente une liaison a E. 
10 Selon un mode de realisation avantageux dudit reactif chimique, il 

presente Tune des structures suivantes : 
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5. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit reactif 

chimique, H est selectionne parmi les complexes organometalliques suivants : 

O 

®9\S ,P sO 



H z O/, 
H 2 C>* 

Y ^ 

O 

vr . xtta Complexe Cu-IDA 

avec Rt = groupe organique de liaison a E 

5 Outre les dispositions qui precedent, F invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se referent a 
des exemples de mise en ceuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la cristallisation d'une macromolecule biolo- 
10 gique sur un nanotube de carbone, par addition (adsorption physique) d ? un reactif 

chimique ; 

- la figure 2 illustre une structure de reactif chimique utilise pour 
fonctionnaliser par adsorption physique les nanotubes de carbone ; 

- la figure 3 represente des nanotubes d'un diametre proche de 10 
1 5 nm, couverts de cristaux helicoidaux de streptavidine ; 

- la figure 4 represente des nanotubes couverts de cristaux helicoi- 
daux de proteine HupR. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration objet de l'invention, dont ils ne constituent en aucune 
20 maniere une limitation. 
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Exemple 1 : Auto-organisation sur des nanotubes de carbone multi-feuillets de 
molecules de streptavidine en cristaux.helicoidaux. 

Les nanotubes de carbones multi-feuillets (MWNT) utilises sont 
produits par decomposition d'une electrode de graphite par un arc-electrique (T. W. 
5 Ebbesen et al 9 Nature 1992, vol 358, pp. 220-222). Apres sonication d'une solution (2 . 
mg/ml) de nanotubes de carbones, 20 \xg de MWNT sont preleves et seches par un 
courant d'ethane-gaz pour etre finalement remis en suspension dans 20 d'un 
melange eau/methanol (40% de methanol en volume). Apres sonication, 20 \xl d'une 
solution aqueuse de streptavidine (10 jag/ml) sont additionnes et 1'ensemble est laisse, 

10 sans agitation ni vortex, a temperature ambiante pendant 45 minutes. 5 \xl de la 
suspension de nanotubes de carbone sont alors deposes sur une grille de microscopie 
electronique recouverte d'un film de carbone. Apres une coloration negative de 
l'echantillon par une solution d'acetate d'uranyle, la grille est observee dans un micro- 
scope electronique (Philips CM 120). II a pu etre confirme que les nanotubes d'un 

15 diametre proche de 10 run sont couverts de cristaux helicoidaux de streptavidine. 

Exemple 2 : Auto-organisation sur des nanotubes de carbone multi-feuillets de 
molecules de HupR "etiquetee-histidine" en cristaux helicoidaux. 

Les nanotubes de carbones multi-feuillets (MWNT) utilises sont 
produits par decomposition d'une electrode de graphite par un arc electrique (T. W. 

20 Ebbesen et al, Nature 1992, vol 358, pp. 220-222). Apres sonication d'une solution (2 
mg/ml) de nanotubes de carbones, 20 [xg de MWNT sont preleves et seches par un 
courant d'ethane gaz pour etre finalement remis en suspension dans 20 jal d'un tampon 
aqueux (Tris 10 mM ; pH = 7,5 ; NaCl 350 mM). Apres sonication, 20 jil d'une solu- 
tion aqueuse de proteine HupR etiquetee-histidine (10 (-ig/ml) du Rhodobacter 

25 Capsulatus sont additionnes et 1'ensemble est laisse, sans agitation ni vortex, a tempe- 
rature ambiante pendant 25 minutes. 5 \x\ de la suspension de nanotubes de carbone 
sont alors deposes sur une grille de microscopie electronique recouverte d'un film de 
carbone. Apres une coloration negative de l'echantillon par une solution d'acetate 
d'uranyle, la grille est observee dans un microscope electronique (Philips CM 120). II a 

30 pu etre note qu'un grand nombre de nanotubes sont couverts de cristaux helicoidaux de 
proteine HupR. 
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Exemple 3 : Preparation cTun reactif chimique biotinyle. 




NaH t BrCH 2 C0 2 H | 
THF 




TEA,GH2C1 2 
H 2 N °> 




Biotin-NHS, TEA, DMF 



H 



H 




NH 



H 



Schema de svnthese 

Protocole experimental 

Acide (anthracen-9-ylmethoxy)-acetique 1 




I a 
MODE OPERATOIRE 

A une suspension de 1,2 g (30 mmol, 3 eq.) d'hydrure de sodium a 
10 60 % dans Thuile dans 20 ml de THF sont ajoutes a 0 °C 2,lg (10 mmol, 1 eq) de 9- 
anthracenyl methanol dans 20 ml de THF. Le melange est agite pendant une heure a 
reflux, puis la temperature est abaissee a 0 °C pour ajouter 1,4 g (10 mmol 1 eq.) 
d'acide bromoacetique en solution dans 20 ml de THF. La solution est agitee encore 5 
minutes a 0 C C, puis une heure a temperature ambiante avant a etre portee a reflux 
15 pendant 16 heures. Apres refroidissement, la reaction est stoppee par addition de 40 
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ml d'une solution aqueuse saturee en chlorure d'amm'onium suivie de 10 ml d'une 
solution aqueuse d'acide chlorhydrique. Le milieu reactionnel est alors extrait avec 2 x 
50 ml d'ether. Apres sechage sur sulfate de sodium, la phase organique est evaporee a 
sec pour fournir apres chromatographie sur silice (Hexane/EtOAc/AcOH ; 70/30/1) 
5 1,212 g d'un solide jaune (Rdt : 45,5 %). 

FB : C17H14O3 PM : 266,299 g/mol 

CCM : Rf (EtOAc/Hex/AcOH ; 80/20/1) : 0,56 ; 

RMN !H (300,13 MHz, Acetone d6) : 5 1 1,2 (bs,lH, Hi) ; 8,64 et 8,10 (d et d, 4H, J 
= 8,8 Hz , J = 7,9 Hz, H6, H9) ; 8,61 (s, 1H, Hi 1) ; 7,5 - 7,7 (m, 4H, H7, Hg) ; 5,68 (s, 
10 2H, H3) ; 4,41 (s, 2H, H2) ; 

RMN 13c (75,47 MHz, Acetone d6) : 5 \16,21 (1C, Ci) ; 136,51 , 136,16 et 133,29 
(5C, C4, C 5 , C10) ; 133,75, 131,10 , 130,14 et 129,73 (9C, C 6 , C 7 , C 8 , C 9 , Cn) ; 
71,88 (1C, C3); 69,81 (1C, C2) ; 

SM (70eV/DCI/intensite %) : m/e : 191 (100, [M-OCH2C02H] + ) ; 266 (12, 

15 [M+l] + );284(58, [M+18] + ); 

(Anthracen-9-ylmethoxy)-acetate de 2,5-dioxo-pyrroIidin-l-yle 

2 : 




8 



20 2 

MODE OPERATOIRE 

A une solution de 650 mg (2,44 mmol, 1 eq) d'acide (anthracen-9- 
ylmethoxy)-acetique 1 et 300 mg de NHS (2,61 mmol, 1,07 eq.) dans 30 ml de THF 
sont ajoutes a 0 °C 510 mg (2.47 mmol, 1 eq) de DCC en solution dans 20 ml de THF. 
25 Le melange est agite pendant une nuit a temperature ambiante. Le milieu reactionnel 
est alors filtre, puis evapore. Le residu obtenu est repris dans 50 ml d'ethanol absolu 
pour foumir apres filtration 727 mg d' (anthxacen-9-ylmethoxy)-acetate de 2.5-dioxo- 
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pyrrolidin-l-yle 2 sous la forme d'un solide blanc (Rdt : 82%). 
FB:C2lHnN05 PM : 363,374 g/mol 

CCM : Rf (EtOAc/Hex ; 50/50) : 0,33 ; 

RMN J H (300,13 MHz, CDCI3) : 5 8,51 (s,lH, Hn) ; 8,42 et 8,02 (d et d, 4H, J = 
5 9,0 Hz , J = 8,4 Hz, H6, H9) ; 7,59 et 7,48 (dd et dd, 4H, H7, Hg) ; 5,71 (s, 2H, H3) ; 
4,53 (s, 2H, H2) ; 2,90 (s, 4H, Hi 3) ; 

RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 8 168,49 (2C, C12) ; 166,16 (1C, Ci) ; 131,13 , 
128,94 et 126,36 (5C, C4, C5, C10) ; 128,82, 126,51 , 124,88 et 123,83 (9C, C6, C7, 
Cg, C9, Ci l) ; 65,28 (1C, C 3 ) ; 64,57 (1C, C2) ; 25,39 (2C, C13) ; 

10 SM (70eV/DCI/intensite %) : m/e : 381 (100, [M+18] + ) ; 

iV-{2-[2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-2-(anthracen-9- 

ylmethoxy)-acetamide 3 : 




8 



MODE OPERATOIRE 

A une solution de 370 mg (2,50 mmol, 10 eq.) de 2,2'- 
(ethylenedioxy)-diethylamine dans 20 ml de CH2CI2 sont ajoutes 1,75 ml de TEA et 
91 mg (0,25 mmol, 1 eq) de (anthracen-9-ylmethoxy)-acetate de 2,5-dioxo-pyrrolidin- 

20 1-yle 2 en solution dans 5 ml de CH2CI2. Le melange est agite pendant 7 heures a 
temperature ambiante. Le milieu reactionnel est alors evapore. Le residu obtenu est 
lave avec 50 ml d'eau puis 50 ml d'une solution aqueuse d'hydroxyde de potassium 
(0,1 N). La phase organique est sechee, evaporee et concentree sous vide pour foumir 
apres chromatographie sur silice (CTfcCfc/MeOH/TEA ; 90/10/1), 55 mg de N-{2-{2- 

25 (2-Amino-emoxy)-ethoxy]-ethyi}-2-^anthracen-9-yimethoxy)-acetamide 3 sous la 
forme d'une huile jaune (Rdt : 55%). 

FB : C23H28N2O4 PM : 396.491 g/mol 
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CCM : Rf (CH2Cl2/MeOH/TEA ; 90/10/1) : 0,28 ; . 

RMN X H (300,13 MHz, CDCI3) : 5 8,44 (s,lH, Hi 1) ; 8,29 et 7,98 (d et d, 4H, J = 
9,0 Hz , J = 8,4 Hz, H6, H9) ; 7,53 et 7,45 (dd et dd, 4H, H7, Hs) ; 6,93 (t, 1H, J6-9 = 
5,4 Hz, 1H, H12) ; 5,51 (s, 2H, H3) ; 4,13 (s, 2H, H2) ; 3,3 - 3,5 (m, 8H, H]4, H15, 
5 Hi6, H17) ; 3,25 (t, J = 5,1 Hz, 2H, H13) ; 2,7 - 2,8 (m, 2H, H19) ; 2,64 (t, 2H, J = 5, 
1 Hz, Hi 8); 

RMN 13c (75,47 MHz, CDCI3) : 5 169,49 (1C, Ci) ; 131,11 , 130,73 et 127,08 (5C, 
C 4 , C 5 , ClO) ; 128,92, 128,69 , 126,39 , 124,87 et 123,64 (9C, C 6 , C 7 , Cg, C9, Cl l) ; 
72,10 , 69,89 , 69,78 , 69,47 et 69,33 (5C, C3, C14, C15, Ci6, C17) ; 65,15 (1C, C2) ; 
10 41,03 (ICC13); 38,31 (1C,C18); 

SM (70eV/DCI/intensite %) : m/e : 397 (100, [M+l] + ) ; 

A r -{2-I2-(2-(Amino-biotine)-ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-2-(anthracen- 
9-yImethoxy)-acetamide 4: 




15 25 4 

MODE OPERATOIRE 

A une solution de 40 mg (0,1 ramol, 1 eq.) de A/-{2-[2-(2-amino- 
ethoxy)-ethoxy]-ethyl}-2-(anthracen-9-ylmethoxy)-acetamide 3 dans 5 ml de DMF 
sont ajoutes 1 ml de TEA et 40 mg (0,12 mmol, 1,2 eq) de biotin-NHS en solution 
20 dans 5 ml de DMF. Le melange est agite pendant 16 heures a temperature ambiante. 
Le milieu reactionnel est concentre sous vide pour fournir apres chromatographic sur 
silice (CH2Cb/MeOH/TEA ; 95/5/1), 55 mg de ^-{2-[2-(2-(amino-biotine)-ethoxy)- 
ethoxy]-ethyl}-2-(anthracen-9-ylmethoxy)-acetamide 4: sous la forme d'une huile 
jaune (Rdt : 89%). 

25 FB : C33H42N4O6S PM : 622,793 g/mol 

CCM : Rf (CH2Cl2/MeOH ; 90/10) : 0,5 ; 
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RMN lH (300,13 MHz, CDC1 3 ) : 5 8,48 (s, 1H, H 28 ) ; 8,31 et 7,01 (d et d, 4H, J = 

9,0 Hz , J = 8,4 Hz, H23, H26) ; 7,55 et 7,47 (dd et dd, 4H, H 2 4, H 2 5) ; 6,89 (t, 1H, 
J16-17 = 5,0 Hz, H17) ; 6,90 (s, 1H, H 2 ) ; 6,53 (t, 1H, JiO-1 1 = 5,0 Hz, H10) ; 5,67 (s, 
1H, H 2 ') ; 5,55 (s, 2H, H 20 ) ; 4,31 (m, 1H, H 3 ) ; 4,17 (s, 2H, H19) ; 4,15 (m, 1H, 
5 H 3 ')t; 3,2 - 3,5 (m, 12H, Hn, H12, H13, H H , H15, Hi 6 ) ;2,97 (dt, 2H, H 4 ) ; 2,75 
(dt, 1H, J 3 '_4' a = 4,8 Hz, J4'a-4'b = 12,7 Hz, H 4 - a ) ; 2,2 (d. 1H, J4' a -4'b = 12,7 Hz, 
H4'b) ; 2,08 (t, 2H, J7-8 = 7,4 Hz, Hg) ; 1,2 - 1,7 (m, 6H, H5, H 6 , H 7 ) ; 
RMN 13 C (75,47 MHz, CDCI3) : 5 173,00 (1C, d) ; 169,56 (1C, Cig) ; 163,76 (1C, 
Co) ; 131,14 , 130,73 et 127,05 (5C, C 2 1, C 22 , C 27 ) ; 128,98, 128,75 . 126,45 , 
10 124,93 et 123,59 (9C, C 23 , C 24 , C 25 , C 26 , C 28 ) ; 69,74 , 69,55 , 69,23 et 65,25 (6C, 
Cl2, C13, C14, C15, C19, C20) ; 61,50 et 59,88 (2C, C 3 , C 3 ') ; 55,32 (1C, C 4 ) ; 
40,18 (1C, C 4 ') ; 38,76 , 38,33 et 35,65 (3C, Cg, Cn, Ci 6 ) ; 27,95 et 27,81 (2C, C 5; 
C 7 ); 25,30 (1C, C 6 ) ; 

SM (70eV/DCI/intensite %) : m/e : 623 (100, [M+l] + ) ; 640 (8, [M+18] + ) ; 
15 Exemple 4 : Adsorption physique sur des nanotubes de carbone d'un reactif 
chimique, denomme ci-apres CR174, de structure H-E-L 

Protocole : A 20 u.1 d'une solution de nanotubes de carbone (10 
mg/ml dans le methanol), fraichement soniquee, sont ajoutes 1 a 20 \x\ d'une solution 
de reactif chimique, denomme CR174 et dont la formule chimique est illustree ci- 

20 apres, (lmg/ml) dans du methanol. Le melange est alors agite par sonication puis 
evapore a sec par un courant d'ethane gaz. 40 ul de tampon Tris (20 mM, pH 7,5 ; 
NaCl 50 mM) sont ajoutes aux nanotubes de carbone sees et la suspension est 
remelange par sonication. La suspension peut eventuellement etre centrifugee et lavee 
plusieurs fois avec 500 ul de tampon pour eliminer 1'exces de reactif non-adsorbe sur 

25 les nanotubes de carbone. 

L'adsorption physique du reactif CR174 sur les nanotubes de 
carbone a pu etre mise en evidence par microscopie electronique en coloration 
positive. La presence de molecules de reactifs sur les nanotubes de carbone se traduit 
par l'apparition de points noirs. Ces points noirs sont absents en l'absence de reactif 
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5 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, F invention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de fa<;on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 



WO 99/57564 PCT/FR99/01086 

18 

REVINDICATIONS 

1°) Procede de fixation et/ou d* auto-organisation de macromolecules 
biologiques, caracterise en ce qu'il comprend essentiellement 1' incubation, sans agita- 
tion, pendant au moins 15 minutes, d'une macromolecule biologique en solution avec 
5 des nanotubes de carbone fermes a leurs extremites, dans des conditions de tempe- 
rature et de pH convenables. 

2°) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que lesdites 
macromolecules biologiques sont notamment des proteines solubles, membranaires, 
trans-membranaires, des enzymes, des anticorps, des fragments d'anticorps ou des 

10 acides nucleiques. 

3°) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que lesdits nanotubes de carbone sont fonctionnalises par adsorption 
physique, a leur surface, d'un reactif chimique de formule generate H-E-L, 
dans laquelle : 

15 - H represente un groupe hydrophile, selectionne parmi les groupes 

charges positivement ou negativement ; des ligands ou analogues de macromolecules 
biologiques i des complexes organometalliques interagissant avec des acides amines 
ou des acides nucleiques et dont les ligands sont eventuellement fonctionnalises par 
des groupements alkyles de liaison a E ; 

2Q - E represente un bras espaceur, selectionne parmi des chainons 

carbones en C,-C l0 , eventuellement substitues par des groupes alkyles, presentant ou 
non des insaturations ou des motifs poly-oxyethylene pouvant presenter ou non en 
milieu de chaine des groupes phosphate, tels que : 

x ^^o^^^ x 

25 dans lesquels : 

m represente un nombre entier compris entre 1 et 10, 
X represente O, NHCO, OCO, COO, CONH, S, CH 2 ou NH et 
constitue aux extremites desdits chainons carbones des fonctions organiques d'accro- 
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chage du type esters, amides, ethers, thioethers ; 

- L represente un motif Iipidique a une ou plusieurs chaines de 



longueur variable, en C 12 -C 20 pr esentant ou non des insaturations ; un groupe aroma- 
tique de formule Ar, ou de formule Ar 2 : 



5 




Ar, 



Ar 2 , 



dans lesquelles : 

A represente un atome d'hydrogene, Tun des groupes suivants : 
alkyle, CF 3 , N0 2 , NH 2 , OH, O-alkyle, S-alkyle, COOH, halogene, un cycle aromatique 
10 ou un heterocycle aromatique en C 4 -C 6 , eventuellement polysubstitue par des groupes 
electrodonneurs de type alkyle ou electroattracteurs de type CF3 ou halogenures ; et 

Y represente une liaison a E. 

4°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, carac- 
terise en ce que ladite solution est constitute d'un solvant de solubilisation desdites 
15 macromolecules biologiques, aqueux ou hydroalcoolique et contenant eventuellement 
au moins un detergent. 

5°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, carac- 
terise en ce que les conditions d' incubation sont de preference les suivantes : incuba- 
tion a temperature ambiante, pendant 15 minutes a 48 heures, a un pH compris entre 



constitues de nanotubes de carbone, sur lesquels des macromolecules biologiques sont 
fixees de maniere non-covalente. 



25 constitues de nanotubes de carbone, sur lesquels des macromolecules biologiques sont 
auto-organisees sous une forme cristalline. 



20 



5,5 et 8,5. 



6°) Bionanomateriaux, caracterises en ce qu'ils sont essentiellement 



7°) Bionanomateriaux, caracterises en ce qu'ils sont essentiellement 



8°) Bionanomateriaux selon la revendication 6 ou la revendication 7, 
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caracterises en ce qu'ils sont obtenus a 1'aide cTun procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5. 

9°) Application des bionanomateriaux selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 8, a V etude structural des macromolecules biologiques qui leur 
5 sont associees. 

10°) Application des bionanomateriaux selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 8, en tant que reactif biologique. 

11°) Application des bionanomateriaux selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 8, en tant que biocapteurs ou bioconducteurs. 
10 12°) Reactif chimique apte a etre adsorbe physiquement sur des 

nanotubes de carbone, caracterise en ce qu'il presente la formule generale H-E-L, 
dans laquelle : 

- H represente un groupe hydrophile, selectionne parmi les groupes 
charges positivement ou negativement ; des ligands ou analogues de macromolecules 

15 biologiques » des complexes organometalliques interagissant avec des acides amines 
ou des acides nucleiques et dont les ligands sont eventuellement fonctionnalises par 
des groupements alkyles de liaison a E ; 

- E represente un bras espaceur, selectionne parmi des chainons 
carbones en C r C 10 , eventuellement substitues par des groupes alkyles, presentant ou 

20 non des insaturations ou des motifs poly-oxyethylene pouvant presenter ou non en 
milieu de chaine des groupes phosphate, tels que : 

O OH 
dans lesquels : 

m represente un nombre entier de 1 a 10, 
25 X represente O, NHCO, OCO, COO, CONH, S, CH 2 ou NH et 

constitue aux extremites desdits chainons carbones des fonctions organiques d'accro- 
chage du type esters, amides, ethers, thioethers ; 

- L represente un groupe aromatique de formule Ar, ou de formule 
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Aii Ar 2 , 
dans lesquelles : 

5 A represente un atome d'hydrogene, 1'un des groupes suivants : 

alkyle, CF 3 , N0 2 , NH 2 , OH, Oalkyle, S-alkyle, COOH, halogene, un cycle aromatique 
ou un heterocycle aromatique en C 4 -C 6 , lesdits cycles etant eventuellement poly- 
substitues par des groupes electrodonneurs de type alkyle ou electroattracteurs de type 
CF3 ou halogenures ; et 
10 Y represente une liaison a E. 

13°) Reactif chimique selon la revendi cation 12, caracterise en ce 
qu'il presente Tune des structures suivantes : 




1, 




3 2 



H 




3, 



15 




22 o 




4, 
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14°) Reactif chimique selon la revendication 12, caracterise en ce 
que H est selectiorine parmi les complexes organometalliques suivants : 

O 



0 > O 




0*^ Nt 



Complexe Ni-NTA 



Complexe Cu-IDA 



avec Rj = groupe organique de liaison a E 
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